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ABSTRAK
Pendahuluan: Daun sirsak (Annona muricata.L) mempunyai potensi untuk memperbaiki profil lipid darah. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh ekstrak air daun sirsak terhadap luas area kolagen arteri renalis sinistra dan diameter glomerulus ginjal sinistra pada tikus wistar jantan yang diinduksi diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa (TLTF).
Metode: Desain penelitian post test group control only. Penelitian  menggunakan 25 ekor tikus wistar jantan usia sekitar 8-10 minggu dengan berat awal 150-200 gram. Tikus dibagi menjadi 5 kelompok yaitu kontrol negatif, kontrol positif, perlakuan 1(100mg/kgBB), perlakuan 2 (200mg/kgBB), perlakuan 3 (400mg/kgBB) dengan masing masing kelompok terdiri 5 ekor tikus. Diet TLTF diberikan selama 10 minggu untuk menginduksi terjadinya dislipidemia pada semua kelompok, kecuali kontrol negatif diberikan diet normal. Pemberian ekstrak air daun sirsak bersama dengan diet TLTF selama 10 minggu. Pada akhir penelitian dilakukan pengamatan terhadap luas area kolagen arteri renalis sinistra pada 5LP dan diameter glomerulus ginjal sinistra pada 10LP. Analisa data menggunakan one way ANOVA dan LSD dengan tingkat signifikansi P<0,05.
Hasil: Diet TLTF  dapat meningkatkan luas area kolagen arteri renalis sinistra dan diameter glomerulus ginjal sinistra secara signifikan dibandingkan kontrol negatif (P<0.05).Pemberian ekstrak air daun sirsak dosis 200mg/kgBB menurunkan secara signifikan luas area kolagen arteri renalis sinistra dibandingkan kontrol positif. Ekstrak air daun sirsak dosis 200mg/kgBB dan 400mg/kgBB mampu menurunkan secara signifikan diameter glomerulus ginjal sinistra dibandingkan kontrol positif.
Kesimpulan: Ekstrak air daun sirsak dapat menghambat aterosklerosis pada pembuluh darah dan menurunkan kerusakan ginjal pada diet TLTF.

Kata kunci: dislipidemia, ekstrak air daun sirsak, kerusakan ginjal.

EFFECTS OF SOURSOP (Annona muricata.L ) LEAVES WATER EXTRACT ON THE COLLAGEN AREA OF RENAL ARTERY AND DIAMETER OF GLOMERULAR RENAL SINISTRER IN DYSLIPIDEMIA INDUCED WISTAR RAT.
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ABSTRACT
Introduction: Soursop leaves (Annona muricata.L) has  a potential effect to improve lipid profiles. The aim of this study was to prove the effect of soursop leaves water extract toward the collagen area of renal artery sinister and diameter of glomerular renal sinister in male wistar rats induced by high fat and fructose diet (HFFD).
Method: Design of study was a post test group control only. The experiment used 25 male wistar rats aged 8-10 weeks with an initial body weight 150-200 grams. Rats were divided into 5 groups ; negative control, positive control, treatment 1 (100mg / kg B.W.), treatment 2 (200mg / kg B.W.), treatment 3 (400mg / kg B.W.). The HFFD diet was given for 10 weeks to induce dyslipidemia. The negative control was given a normal diet. The administration of soursoup leaves  water extract and HFFD diet are for 10 weeks. At the end of the study, observation collagen area of renal artery sinister was evaluated with microscope at 5 areas and diameter of glomerular renal sinister was at 10 areas . Data analysis used one way ANOVA and LSD with a significance level at P<0.05.
Results: The HFFD diet significantly increased collagen area of ​​renal artery sinister and enlarged diameter of glomerular renal sinister (P<0.05). The administration of 200mg/ kg B.W.) of soursop leaves water extract significantly reduced area collagen of ​​renal artery sinister compared to Positive Control. Soursoup leaves water extract dose of 200 mg/kg B.W and 400 mg/kg B.W significantly reduced the glomerular diameter of renal sinister compared to Positive Control.
Conclusion: Soursop leaves water extract inhibits vascular atherosclerosis and reduces kidney damage induced by HFFD.
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PENDAHULUAN
               Dislipidemia merupakan gangguan metabolisme yang ditandai dengan peningkatan kadar trigliserida dan kolesterol plasma secara persisten. Menurut National Cholesterol Education Program-Adult Treatment Panel III, prevalensi dislipidemia pada usia dewasa muda meningkat sebesar 35,5% (34,4% pada pria dan 37,6% pada wanita). Dislipidemia merupakan salah satu faktor terjadinya diabetes tipe 2, penyakit kardiovaskular, stroke dan aterosklerosis1,2.
       Aterosklerosis terjadi akibat peningkatan deposit LDL di jaringan sub endotel, sehingga LDL akan mengalami oksidasi membentuk LDL teroksidasi. LDL teroksidasi kemudian akan dikenali oleh sc-R (scavenger receptor) makrofag dan terjadi fagositosis membentuk sel busa. Sel busa dapat memicu disfungsi endotel menyebabkan peningkatkan agregasi platelet, migrasi sel otot polos dan deposit matrik ekstraseluler yang sebagian besar dibentuk oleh kolagen. Kolagen yang dominan pada dinding  pembuluh darah arteri yaitu kolagen tipe 1 yang berfungsi memberikan kekakuan pada arteri dan  kolagen tipe 3 yang berkaitan dengan ekstensibilitas pada dinding arteri 3. Penebalan pada dinding pembuluh darah akan menyebabkan penyempitan pembuluh darah dan aliran darah menjadi turbulen. Kondisi ini menyebabkan plak ateroma terlepas dan membentuk trombus. Pelepasan trombus dapat mengakibatkan terjadinya penyumbatan aliran darah arteri yang menimbulkan obstruksi yang sehingga terjadi hipoksia dan nekrosis pada jaringan yang akan disuplai 4.
       Aterosklerosis umumnya terjadi pada aorta abdominalis, arteri koronaria, arteri femoralis, arteri iliaka, arteri karotis interna, arteri serebral dan arteri renalis3, 5. Arteri renalis sinistra dominan mudah mengalami aterosklerosis dibandingkan dengan arteri renalis kanan, karena arteri renalis sinistra memiliki letak anatomis yang berdekatan dengan aorta abdominalis sehingga lebih rentan terjadinya turbulensi 6. Turbulensi pada aliran darah diketahui dapat mempercepat endapan lipid di dinding arteri yang dapat mempercepat terjadinya aterosklerosis 7. Aterosklerosis pada arteri renalis dapat menyebabkan suplai darah ke organ ginjal menurun mengakibatkan penurunan fungsi ginjal secara progresif sehingga terjadi disfungsi endotel glomerulus yang mengakibatkan terganggunya fungsi filtrasi. Disfungsi endotel menyebabkan diameter dari glomerulus ginjal mengalami pembesaran atau hipertropi 5, 8.
       Pengobatan untuk mencegah terjadinya komplikasi dari dislipidemia dengan modifikasi gaya hidup dan terapi farmakologi menggunakan golongan statin, bile acid sequesteran, asam nikotin, fibrat, inhibitor absorbsi kolesterol 9. Obat-obatan sintetik tersebut mempunyai banyak efek samping, sehingga banyak orang berpindah memakai tanaman 
herbal. Penggunaan obat-obatan herbal terus mengalami perkembangan yang  pesat di dunia. Diperkirakan bahwa terdapat  4 miliar orang, khusunya dari negara berkembang yang menggunakan  produk tanaman herbal sebagai pengobatan utama pada masalah kesehatan. Meningkatnya pengobatan menggunakan tanaman herbal karena diyakini dapat menyembuhkan beberapa penyakit dan biaya yang relatif lebih murah daripada obat sintetik10. Salah satu terapi penggunaan tanaman herbal yang dapat digunakan sebagai penurun kadar lemak dalam darah adalah daun sirsak (Annona muricata.L).  Daun sirsak  memiliki kandungan senyawa utama yaitu acetogenin, alkaloid, fenol, terpenoid 11.
       Berdasarkan latar belakang tersebut, maka peneliti tertarik untuk membuktikan efek ekstrak air daun sirsak (Annona muricata.L) terhadap luas area kolagen arteri renalis sinistra dan diameter glomerulus ginjal kiri pada tikus wistar (Rattus norvegicus) jantan model dislipidemia.


METODE PENELITIAN
Desain Penelitian
       Penelitian dikerjakan dengan cara in vivo dengan jenis penelitian experimental laboratoric menggunakan desain penelitian post test group only. Proses aklimatisasi selama 2 minggu. Perlakuan pada hewan coba dilaksanakan selama 10 minggu yaitu pada tanggal 1 Agustus 2018 sampai 10 Oktober 2018.
       Penelitian dilakukan di animal house laboratorium parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya (FKUB), laboratorium farmasi Fakultas Kedokteran Universitas Islam Malang (FK UNISMA), laboratorium patologi anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya (FKUB). 
       Penelitian ini telah disetujui secara etik oleh Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya dengan No.202/EC/KEPK-S1/08/2018 pada tanggal 5 September 2018.

[bookmark: _Toc3454117]Hewan Coba
       Hewan coba pada penelitian menggunakan  tikus wistar jantan, dengan usia sekitar 8-10 minggu dengan berat badan 175-200 gr. Total hewan coba yaitu  25 tikus yang dibagi dalam 5 kelompok yaitu kontrol negatif (KN), kontrol positif (KP), perlakuan 1 (KP1), perlakuan 2 (KP2), perlakuan 3 (KP3). 

[bookmark: _Toc3454127]Perawatan dan Perlakuan Hewan Coba
       Tikus wistar jantan dengan usia 8-10 minggu, dengan berat badan sekitar 150 - 200 g, sebanyak 25 ekor dilakukan aklimatisasi dilaboratorium parasitologi (animal house) selama 2 minggu. 
       Pada hari ke 14 dilakukan teknik randomisasi. Setiap tikus ditempatkan pada 1 kandang yang berbeda. Tikus kemudian dibagi menjadi  5 kelompok perlakuan yaitu KN (Diet  normal + air), KP (Diet TLTF+air), KP1 (Diet TLTF+IDS 100mg/kgBB), KP2 (Diet TLTF+IDS 200mg/kgBB), KP3 (Diet TLTF+IDS 400mg/kgBB). Pemberian ekstrak air daun sirsak (IDS) dengan personde lambung. Perlakuan pada hewan coba dilaksanakan selama 70hari.
[bookmark: _Toc3454128] 
Pembuatan Pakan Diet Normal
       Pembuatan diet normal untuk kelompok kontrol negatif terdiri dari 22,5 gr pars, 10 gr tepung, 10 ml air untuk 1 ekor tikus wistar jantan. Sehingga total yang diberikan pada pakan diet normal adalah 42,5 gr 4,  14.
[bookmark: _Toc3454129]
Pembuatan Pakan Diet Tinggi Lemak dan Tinggi Fruktosa
       Pembuatan pakan diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa terdiri dari 20 gr pars, 10 gr tepung, 0,8 gr kolesterol, 0,08 gr asam kolat, 1 cc minyak babi, 10ml air, 4 gr fruktosa untuk 1 ekor tikus. Sehingga total yang diberikan pada tikus adalah 45,88 gr yang dibulatkan menjadi 45 gr 4,  12.

[bookmark: _Toc3454130]Pembuatan Ekstrak Air Daun Sirsak ( Annona muricata.L)
       Daun sirsak yang sudah dipilah kemudian dicuci dan dikeringkan. Daun yang kering kemudian digiling dan dijadikan serbuk. Serbuk tersebut kemudian dilakukan proses infusa, dimasukkan kedalam panci yang dipanaskan pada suhu 90-1000C. Serbuk daun sirsak kering dicampur dengan air, dengan perbandingan serbuk daun sirsak : air adalah 1 : 10. Proses perebusan dilakukan 15 menit dengan diaduk. Larutan infusa kemudian didinginkan dan disaring dengan kertas whattman no 113. Filtrat lalu divakum  pada suhu 60°C  hingga volume mencapai 1/3 bagian 14. Kemudian, untuk menghasilkan ekstrak dalam bentuk serbuk kering menggunakan freeze drying 15, 16.

[bookmark: _Toc3454131]Pembedahan Hewan Coba
       Pada hari ke-71 semua tikus wistar jantan dengan jumlah 25 ekor dilakukan pembedahan dengan injeksi anastesi ketamin 5mg/kg secara intramuscular. Pembedahan dilakukan dengan insisi abdomen setinggi vesica urinaria sampai thorax di linea mediana untuk mengambil arteri renalis dan ginjal sinistra, kemudian organ dibersihkan mengunakan NaCl 0,9% dan difiksasi menggunakan larutan formalin 10%.
[bookmark: _Toc3454132]
Pembuatan Preparat Histologi
       Arteri renalis dan ginjal sinistra dipotong secara melintang, kemudian dipotong tipis dengan ketebalan 2-3 mm. Potongan jaringan tersebut dimasukkan kedalam tissue casset dan dilabel. Proses selanjutnya dilakukan proses dehidrasi sampel jaringan menggunakan automatic tissue processor, clearing menggunakan xilol, pembenaman (embedding) yaitu  pembuatan blok parafin , proses pengecoran (blocking), pendinginan di freezer, pemotongan (sectioning) dengan mikrotom yang berukuran 5 μm, dan pewarnaan (staining). Preparat arteri renalis sinistra menggunakan pewarnaan masson’s trichrome, sedangkan preparat ginjal sinistra menggunakan pewarnaan hematoxyline eosin 17.

[bookmark: _Toc3454136]Pemeriksaan Mikroskopik Luas Area Kolagen Arteri Renalis Sinistra
       Pemeriksaan luas area kolagen arteri renalis sinistra diamati dibawah mikroskop trinokuler olympus dengan pengamatan pada 5 LP perbesaran 400x. Pengambilan gambar menggunakan dot slide microscope lalu diamati menggunakan master olivia software. Penghitungan luas area kolagen arteri renalis sinistra dilakukan oleh 2 orang yang berbeda untuk menghilangkan bias. Penghitungan luas area kolagen dengan menghitung luas area yang berwarna biru menggunakan  densitas warna pada software image J 18, 19.

[bookmark: _Toc3454137]Pemeriksaan Mikroskopik Diameter Ginjal Sinistra
       Pemeriksaan preparat histopatologi ginjal sinistra menggunakan mikroskop trinokuler “olympus” dengan pengamatan pada 10 LP secara acak pada perbesaran 400x untuk melihat diameter glomerulus ginjal sinistra. Pengambilan gambar menggunakan dot slide microscope lalu diamati menggunakan master olivia software. Kemudian dilakukan penghitungan diameter glomerulus secara tegak lurus menggunakan program image J 20.

[bookmark: _Toc3454138]Teknik Analisa Data
       Data yang diperoleh dilakukan analisa menggunakan SPSS. Dilakukan uji normalitas dan uji homogenitas, setelah data dinyatakan terdistribusi normal dan homogen, selanjutnya dilakukan uji statistik menggunakan one way ANOVA dengan uji LSD dengan menggunakan taraf signifikasi p<0,05. Hasil analisa data digunakan untuk pembahasan dan penarikan kesimpulan penelitian.


HASIL PENELITIAN 
Hasil Evaluasi Luas Area Kolagen Arteri Renalis Sinistra
       Berdasarkan uji statistik menggunakan One Way ANOVA dengan LSD pada KN didapatkan perbedaan signifikan (P<0.05) terhadap KP dengan peningkatan luas area kolagen arteri renalis sinistra 56 %. KP tidak didapatkan perbedaan signifikan (P>0.05) dengan KP1 tetapi mengalami penurunan luas area kolagen arteri renalis sinistra 6%. KP 
didapatkan perbedaan signifikan (P<0.05) terhadap KP2 dengan penurunan luas area kolagen arteri renalis sinistra 57%. KP tidak didapatkan perbedaan signifikan (P>0.05) terhadap KP3 tetapi mengalami penurunan luas area kolagen arteri renalis sinistra 33%.      
        Rata rata luas area kolagen arteri renalis sinistra pada kelompok kontrol (KN dan KP) dan kelompok 
perlakuan (KP1, KP2, dan KP3) ditunjukkan pada Gambar 1  dan  Gambar 2. 
















Gambar 1. Rata Rata Luas Area Kolagen Arteri Renalis Sinistra
Gambar diatas menunjukkan data dalam rata-rata ± SD diameter glomerulus  sinistra dalam satuan µm. Data diuji  menggunakan One Way ANOVA. a; P<0.05 dengan KN, b; P<0.05 dengan KP, c; P<0.05 dengan KP1, d; P<0.05 dengan KP2, e; P<0.05 dengan KP3.
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Gambar 2. Histologi Kolagen Arteri Renalis Sinistra
Gambar diatas menunjukkan kolagen arteri renalis sinistra pada tikus wistar jantan kelompok kontrol dan perlakuan yang diukur menggunakan imageJ dengan satuan µm. TI : Tunika Intima,    TM : Tunika Media, TA : Tunika Adventitia.        : kolagen.

Hasil Evaluasi Diameter Glomerulus Sinistra.
  Berdasarkan uji statistik menggunakan uji One Way ANOVA  dengan LSD, KN didapatkan perbedaan signifikan (P<0.05) terhadap KP dengan peningkatan diameter glomerulus 16%. KP tidak didapatkan perbedaan signifikan (P>0.05) terhadap KP1 tetapi terjadi penurunan diameter glomerulus 11%. KP didapatkan perbedaan signifikan (P<0.05) terhadap KP2 dengan penurunan diameter glomerulus 14,9%. KP didapatkan perbedaan signifikan (P<0.05) terhadap KP3 dengan penurunan diameter glomerulus 21%.
      Rata rata diameter glomerulus ginjal sinistra pada kelompok kontrol (KN dan KP) dan kelompok 
perlakuan (KP1, KP2, dan KP3) ditunjukkan pada Gambar 3 dan Gambar 4.

Gambar 3. Rata Rata Diameter Glomerulus Ginjal Sinistra
Gambar diatas menunjukkan data dalam rata-rata ± SD diameter glomerulus  sinistra dalam satuan µm. Data diuji



menggunakan One Way ANOVA. a; P<0.05 dengan KN, b; P<0.05 dengan KP, c; P<0.05 dengan KP1, d; P<0.05 dengan KP2, e; P<0.05 dengan KP3.
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Gambar 4.Histologi Diameter Glomerulus Ginjal  
                  Sinistra
Gambar diatas menunjukkan diameter glomerulus ginjal sinistra pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan yang diukur menggunakan ImageJ dengan satuan µm. 


PEMBAHASAN
Karakteristik Sampel
       Hewan coba yang digunakan pada penelitian ini yaitu tikus (Rattus norvegicus strain wistar) jantan yang memiliki berat badan sekitar 150-200g, yang didapatkan secara biakan lokal dari laboratorium farmako fakultas kedokteran Universitas Brawijaya. Pemilihan tikus wistar dikarenakan mudah diperoleh dan dipelihara, mudah beradaptasi terhadap lingkungan, dan mempunyai persamaan genetik seperti manusia. Pemilihan tikus dengan jenis kelamin jantan mempunyai tujuan untuk menghindari terjadinya pengaruh hormon estrogen yang dapat mempengaruhi jalur metabolisme lipid 4, 21.
       Usia tikus pada penelitian ini sekitar 8-10 minggu untuk mencegah usia tikus terlalu tua dan menghindari terjadinya kematian pada tikus dalam proses penelitian. Berdasarkan penelitian dari Sangupta et al, (2013) menyatakan bahwa tikus usia 8-10 minggu setara dengan manusia dengan usia sekitar 18 tahun 22. Setiap hewan coba dipelihara dengan kandang yang berbeda untuk mengevaluasi asupan makanan setiap hari pada masing masing tikus serta mencegah stress dan penularan penyakit pada hewan coba 23.
       Penelitian ini dilakukan selama 70 hari (10 minggu) untuk membuat efek sub-kronis. Total hewan coba yang dipakai pada penelitian adalah 25 tikus wistar jantan yang dibagi dalam 5 kelompok sehingga 1 kelompok terdiri dari  5 tikus, tetapi pada penelitian ini ditambahkan 1 tikus untuk cadangan pada penelitian apabila ada tikus yang masuk kriteria ekslusi sehingga total keseluruhan hewan coba yaitu 30 tikus. Kelompok tersebut terbagi menjadi kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif, kelompok perlakuan 1 (100mg/kgBB), kelompok perlakuan 2 (200mg/kgBB), dan kelompok perlakuan 3 (400mg/kgBB).
[bookmark: _GoBack]       Pemilihan organ arteri renalis sinistra karena mudah mengalami aterosklerosis dibandingkan dengan arteri renalis dextra, karena arteri renalis sinistra mempunyai letak anatomis yang berdekatan dengan aorta abdominalis sehingga lebih rentan terjadinya turbulensi 24. Turbulensi pada aliran darah diketahui dapat mempercepat endapan lipid di dinding arteri yang dapat mempercepat terjadinya aterosklerosis 25. Sedangkan pemilihan glomerulus ginjal sinistra karena adanya aterosklerosis pada arteri renalis sinistra mengakibatkan suplai darah ke organ ginjal sinistra menurun sehingga terjadi penurunan fungsi ginjal secara progresif yang mengakibatkan disfungsi endotel glomerulus. Disfungsi endotel glomerulus memicu peningkatan diameter dari glomerulus ginjal sehingga terjadi pembesaran atau hipertropi glomerulus ginjal sinistra 5, 8.
       Diet yang digunakan pada penelitian dibagi menjadi 2 yaitu diet normal dan diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa. Diet normal terdiri atas 22,5 gr pars, 10 gr tepung, 10 ml air untuk 1 ekor tikus wistar jantan. Sedangkan diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa terdiri atas 20 gr pars, 10 gr tepung, 0,8 gr kolesterol, 0,08 gr asam kolat, 1 cc minyak babi, 10ml air, 4 gr fruktosa (10% dari total berat pakan) untuk 1 ekor tikus 4, 12. Pemberian fruktosa 10% dari berat pakan mengacu pada pemberian ke manusia, dikatakan tinggi apabila fruktosa yang diberikan lebih dari 10% dari total kalori yang dibutuhkan manusia 26, 27. Pemberian asam kolat selama 8 minggu mempunyai efek meningkatkan LDL dan menurunkan HDL. Sedangkan pemberian kolesterol akan meningkatkan kadar kolesterol didalam darah  4, 28.
       Pada pengukuran asupan makanan yang dilakukan setiap hari didapatkan adanya perbedaan signifikan antara KP1, KP2, dan KP3  terhadap KP karena perbedaan pemberian diet pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Pada kelompok perlakuan diberikan minyak babi yang mempunyai kandungan lemak jenuh sebesar 38-43%. Asupan pakan pada KP cenderung turun disebabkan  kandungan senyawa asam lemak tak jenuh rantai tunggal maupun rantai ganda dan  asam lemak jenuh dari minyak babi  serta fruktosa di intestinal  akan meningkatkan sekresi colesistokinin dan GLP-1 sehingga menekan pusat lapar 29. 
       Berat badan awal rata-rata pada semua kelompok adalah KN: 186.6, KP: 211.0 , P1: 192.0,  P2: 217.4, P3: 191.8 secara statistik tidak terdapat perbedaan signifikan. Hal ini menunjukkan bahwa berat badan awal penelitian sudah homogen. Pada pengukuran berat badan yang dilakuan setiap minggu tidak terdapat perbedaan signifikan pada rerata peningkatan berat badan (Δ BB) antar kelompok perlakuan. Hal ini diduga disebabkan adanya penekanan pusat lapar pada kelompok KP akibat pemberian diet tinggi lemak dan fruktosa. Sedangkan tidak berbedanya berat badan kelompok perlakuan diduga ekstrak air daun sirsak mampu memicu sekresi leptin sehingga terjadi penurunan nafsu makan. Semakin tinggi dosis ekstrak air daun sirsak yang diberikan menunjukkan semakin tinggi kadar leptinnya 30.
       Berdasarkan hasil penelitian kelompok terdapat peningkatan kadar LDL, kolesterol total secara signifikan, trigliserida secara tidak signifikan dan penurunan HDL secara signifikan pada pemberian diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa, sehingga dapat disimpulkan bahwa diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa dapat menginduksi terjadinya dislipidemia tanpa meningkatkan berat badan 31, 32. 

Efek Pemberian Diet Tinggi Lemak dan Tinggi Fruktosa terhadap Luas Area Kolagen Arteri Renalis Sinistra dan Diameter Glomerulus Ginjal Sinistra.
       Pemberian diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa terdapat perbedaan signifikan (P<0.05) terhadap luas area kolagen arteri renalis sinistra dan diameter glomerulus ginjal sinistra antar kelompok perlakuan. Hal ini karena perbedaan perlakuan diet dan pemberian herbal antar kelompok. Pada kelompok KN diberikan diet pakan normal, kelompok KP, KP1, KP2 dan KP3 diberikan diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa 4, 12.
       Pemberian diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa dapat menimbulkan terjadinya perubahan profil lipid yaitu peningkatan trigiserida, kolesterol, LDL, serta penurunan HDL. Berdasarkan penelitian dari Murwani et al (2006) menunjukkan bahwa diet tinggi lemak selama 8 minggu mampu membentuk foam cell pada pembuluh darah. Foam cell merupakan ciri terjadinya aterosklerosis pada pembuluh darah. Asam kolat, minyak babi dan kolesterol dapat meningkatkan kadar LDL darah. Minyak babi memiliki kadar kolesterol lebih tinggi apabila dibandingkan dengan minyak nabati atau hewani. Pemberian asam kolat selama 8 minggu dibutuhkan pada diet aterogenik karena dapat mengubah lipoprotein menjadi lebih aterogenik, meningkatkan kolesterol dan pembentukan sel busa lebih bermakna, meningkatkan kadar LDL serta menurunkan kadar HDL sehingga memicu terjadinya aterosklerosis 4.
       Pada penelitian Widyaningsih (2015) menyatakan bahwa pemberian minyak babi 2ml/200BB selama 1 bulan dapat memicu peningkatan kadar kolesterol, trigliserida dan LDL, menurunkan kadar HDL, meningkatkan SOD, menurunkan kadar MDA yang dapat menginduksi terjadinya aterosklerosis 33.
       Diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa mengakibatkan peningkatan kolesterol total, trigliserida, LDL serta penurunan HDL didalam darah yang mengakibatkan terjadinya dislipidemia sehingga sebagian LDL masuk kedalam sub endotel 34. Pada lapisan subendotel peningkatan kadar LDL menyebabkan terjadinya ikatan dengan Superoxide radicals (O2-) sehingga terjadi peningkatan pembentukan dari LDL teroksidase. LDL yang teroksidase akan dikenali oleh scR-magrofag sehingga terjadi proses fagositosis dan membentuk foam cell. Foam cell dapat  menginduksi terjadinya inflamasi sehingga mengakibatkan terjadinya disfungsi endotel yang dapat mengakibatkan nitrit oxide menurun sehingga terjadi migrasi dari sel otot polos dan pembentukan deposit ekstraseluler yang sebagian besar dibentuk oleh kolagen tipe 1 dan tipe 3 yang menyebabkan pembentukan plak atheroma. Plak atheroma yang terbawa aliran pembuluh darah arteri renalis akan menjadi trombus dan dapat mengakibatkan aterosklerosis 4. Hal tersebut didukung berdasarkan penelitian kelompok bahwa diet tinggi lemak dan diet tinggi fruktosa mengakibatkan peningkatan kadar LDL, kolesterol total secara signifikan, peningkatan trigliserida secara tidak signifikan dan penurunan LDL secara signifikan. Hal ini dapat menginduksi terjadinya proses aterosklerosis.
       Aterosklerosis pada arteri renalis berkaitan dengan penyebab kerusakan ginjal. Kompliksi terjadinya aterosklerosis di arteri renalis adalah munculnya lesi obstruktif di arteri renalis yang disebut dengan stenosis arteri renalis. Stenosis arteri renalis mengakibatkan disfungsi dan remodelling microvaskuler pembuluh darah di ginjal, menghilangkan microvaskuler pada korteks ginjal, meningkakan faktor-faktor aterogenik pada parenkim ginjal sehingga terjadi penurunan fungsi ginjal secara progresif. Kerusakan ginjal ditandai dengan peningkatan dari diameter glomerulus ginjal karena adanya proliferasi dari sel sel-sel endotel, sel podosit, dan sel mesangial 35, 8.
       Berdasarakan uraian tersebut dapat disimpulkan bahwa pemberian diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa dapat memicu terjadinya dislipidemia sehingga mengakibatkan terjadinya aterosklerosis pada arteri renalis sinistra. Aterosklerosis pada arteri renalis sinistra dapat memicu terjadinya kerusakan glomerulus ginjal sinistra.


Efek Ekstrak Air Daun Sirsak terhadap Luas Area Kolagen Arteri Renalis Sinistra pada Diet Tinggi Lemak dan Tinggi Fruktosa.
       Pemberian ekstrak air daun sirsak pada tikus wistar jantan yang diinduksi diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa dapat menurunkan secara signifikan luas area kolagen arteri renalis sinistra. Rata rata luas area kolagen arteri renalis mengalami penurunan apabila dibandingkan dengan KP. Pemberian ekstrak air daun sirsak pada dosis 200 mg/kgBB dapat menurunkan kadar kolagen arteri renalis sinistra. 
        Berdasarkan penelitian Laksmitawati et al. (2016) menyatakan bahwa ekstrak daun Annona  muricata mempunyai aktivitas anti-inflamasi  dengan menghambat mediator inflamasi, IL-1β, nitric oxide (NO), TNF-α, IL-6 36. Daun sirsak mempunyai efek antioksidan enzimatik seperti katalase dan superoksida dismutase, dan efek antioksidan non-enzimatik,termasuk vitamin C dan E 37.
       Annona muricata memiliki senyawa metabolik sekunder termasuk flavonoid, triterpenoid, saponin, alkaloid, kumarin, dan tannin yang berfungsi sebagai antioksidan. Berdasarkan penelitian Messina (1999) dan Lee et al (2005)  menyatakan bahwa saponin dapat berikatan dengan asam empedu yang mengakibatkan adanya peningkatan ekskresi asam empedu di feses dan ekskresi sterol netral (seperti koprostanol dan kolestanol). Hal tersebut mengakibatkan peningkatan perubahan kolesterol menjadi asam empedu. Reseptor LDL di  hepar akan meningkat sehingga terjadi peningkatan LDL didalam darah disertai penurunan kolesterol didalam plasma 11.
        Senyawa  flavonoid dapat menghambat sekresi dari apoB dan memicu  meningkatkan ekspresi reseptor LDL (LDLr) di dalam jaringan dan peningkatan penyerapan kolesterol dalam LDL sehingga kadar kolesterol dalam LDL di darah menurun 13. Efek flavonoid dapat meningkatkan kerja dari enzim lipoprotein lipase yang berkaitan dengan kadar trigliserida serum dan mengurangi kadar LDL dengan menghambat enzim sintesis kolesterol sehingga terjadi peningkatan pembentukan reseptor kolesterol LDL didalam hepar. Efek flavonoid tersebut dapat menghambat peningkatan kadar LDL sehingga mencegah terbentuknya plak aterosklerosis pada pembuluh darah 38.
        Senyawa vitamin C dan polifenol memiliki efek antioksidan yang dapat melindungi tubuh dari peroksidasi dan radikal bebas yang dapat menginduksi terjadinya kerusakan sel 39.  Annona muricata.L dapat mengurangi secara selektif kolesterol total dengan penurunan kadar LDL dan VLDL dalam mencegah terjadinya aterosklerosis 40.
      Berdasarkan fakta diatas dapat disimpulkan bahwa kandungan ekstrak air daun sirsak mampu menurunkan kadar kolagen arteri renalis sinistra melalui efeknya sebagai antioksidan, antiinflamasi, menghambat asorbsi lemak, menurunkan sintesa LDL dan meningkatkan sintesa reseptor LDL dihepar. Hal tersebut akan menyebabkan perbaikan profil lipid sehingga mencegah terjadinya aterosklerosis. Dugaan ini didukung oleh hasil penelitian kelompok yang membuktikan bahwa pemberian ekstrak air daun sirsak  mampu menurunkan LDL dan kolesterol serta meningkatkan HDL 31, 32. Plak aterosklerosis yang menurun dapat mencegah pembentukan matriks ekstraseluler baru, yang sebagian besar dibentuk oleh kolagen. Kolagen bertanggung jawab terhadap terjadinya oklusi plak aterosklerosis pada lumen pembuluh darah 3. 

Efek Ekstrak Air Daun Sirsak terhadap Diameter Glomerulus Ginjal Sinistra pada Diet Tinggi Lemak dan Tinggi Fruktosa
       Pemberian ekstrak air daun sirsak pada tikus wistar jantan yang diinduksi diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa dapat menghambat peningkatan diameter glomerulus ginjal sinistra. Rata rata diameter glomerulus ginjal sinistra mengalami penurunan apabila dibandingkan dengan KP. Pemberian ekstrak air daun sirsak pada dosis 200 mg/kgBB dan 400 mg/kgBB dapat menurunkan diameter glomerulus ginjal sinistra.
     Aterosklerosis berkaitan terhadap timbulnya kerusakan glomerulus ginjal. Komplikasi terjadinya aterosklerosis di arteri renalis adalah munculnya lesi obstruktif di arteri renalis, penyakit tersebut dapat mengakibatkan penurunan fungsi ginjal secara progresif. Penelitian chade (2013) membuktikan bahwa adanya kelainan lipid akibat diet tinggi lemak mengakibatkan terjadinya disfungsi endotel ginjal, inflamasi intrarenal, fibrosis, dan disfungsi vaskular yang signifikan, kerusakan dan remodeling  pada pembuluh darah ginjal 35. 
       Peningkatan dari diameter glomerulus merupakan tahap awal adanya kerusakan pada ginjal. Peningkatan dari diameter glomerulus ginjal dapat dihambat dengan zat aktif dari daun sirsak seperti flavonoid. Flavonoid mempunyai efek antioksidan sehingga dapat mengurangi Reactive Oxygen Spesies (ROS) dan Reactive Nitrogen Species (RNS) yang terdapat pada konfigurasi cincin B hidroksil sehingga terjadi penambahan hidrogen dan elektron untuk radikal hidroksil, peroksil, dan peroksinitrit untuk menimbulkan radikal flavonoid yang relatif stabil. Mekanisme aksi antioksidan pada flavonoid yaitu flavonoid mampu menekan pembentukan ROS dengan cara menghambat enzim yang terlibat dalam proses radikal bebas yaitu monooxygenase mikrosomal, glutathione, s-transferase, mitochondrial succinoxidase, NADH oxidase, dan lainnya, selain itu flavonoid dapat membuang  komponen radikal bebas, flavonoid juga dapat meningkatkan perlindungan dan pertahanan tubuh terhadap ROS, seperti melindungi lipid dengan berbagai mekanisme kerusakan oksidatif 41. Flavonoid dan polifenol memiliki efek antiinflamasi yang dapat mencegah pembentukan asam arakidonat menjadi prostaglandin dengan menghambat pembentukan enzim siklooksigenase. Penghambatan COX dapat  mengurangi dan menghambat kerusakan pada ginjal 42.
       Penelitian oleh Suharyadi (2014) menyatakan bahwa efek daun sirsak pada tikus model tikus putih Sprague dawley yang diiduksi DMBA pada dosis 400mg/kgBB dapat menghambat kerusakan ginjal lebih efektif 43. Berdasarkan penelitian kelompok, efek ekstrak air daun sirsak dapat memperbaiki profil lipid, meningkatkan kadar SOD, menurunkan kadar MDA 32, 33, 44.
       Berdasarkan hal tersebut maka dapat diduga bahwa penurunan diameter glomerulus ginjal sinistra karena efek ekstrak air daun sirsak yang dapat mencegah terjadinya proses ateroslerosis arteri renalis sinistra melalui perbaikan profil lipid dan peningkatan antioksidan.


SIMPULAN
Simpulan
Berdasarkan dari hasil analisa data dan pembahasan pada penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa :
1. Diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa dapat menyebabkan dislipidemia yang memicu aterosklerosis sehingga terjadi peningkatan luas area kolagen pada arteri renalis sinistra dan diameter glomerulus ginjal sinistra.
1. Pemberian ekstrak air daun sirsak pada dosis 200mg/kgBB mampu menurunkan luas area kolagen arteri renalis sinistra pada tikus wistar jantan yang diinduksi diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa.
1. Pemberian ekstrak air daun sirsak pada dosis 200mg/kgBB dan 400mg/kgBB mampu mencegah peningkatan diameter glomerulurus ginjal sinistra pada tikus wistar jantan yang diinduksi diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa.

Saran
Saran yang dapat diberikan pada pengembangan penelitian ini, yaitu :
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut diet tinggi lemak dan tinggi fruktosa pada waktu yang lebih lama untuk membuat efek kronis.
2. Dibutuhkan penelitian lebih lanjut terhadap efek daun sirsak menggunakan metode ekstraksi selain infusa dan menggunakan pelarut selain air.
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Rata rata diameter glomerulus ginjal sinistra
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‘Gambar diatas menunjukkan data dalam rata-rata + SD diameter
glomerulus  sinistra  dalam satuan pm. Data diuji
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(P>0.05) dengan KP1 tetapi mengalami penurunan
luas area kolagen arteri renalis sinistra 6%. KP
didapatkan perbedaan signifikan (P<0.05) terhadap
KP2 dengan penurunan luas area kolagen arteri
renalis sinistra 57%. KP tidak didapatkan
perbedaan signifikan (P>0.05) terhadap KP3 tetapi
mengalami penurunan luas area kolagen arteri
renalis sinistra 33%.

Rata rata luas area kolagen arteri renalis
sinistra pada kelompok kontrol (KN dan KP) dan
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Usia tikus pada penelitian ini sekitar 8-10 minggu
untuk mencegah usia tikus terlalu tua dan menghindari
terjadinya] kematian pada tikus dalam proses
penelitian. Berdasarkan penelitian dari Sangupta et al.
(2013) menyatakan bahwa tikus usia 8-10 minggu
setara dengan manusia dengan usia sekitar 18 tahun 22.
Setiap hewan coba dipelihara dengan kandang yang
berbeda untuk mengevaluasi asupan makanan setiap
hari pada masing masing tikus serta mencegah stress
dan penularan penyakit pada hewan coba 23.

Penelitian ini dilakukan selama 70 hari (10
minggu) untuk membuat efek sub-kronis. Total hewan
coba yang dipakai pada penelitian adalah 25 tikus
wistar jantan yang dibagi dalam 5 kelompok sehingga
1 kelompok terdiri dari 5 tikus, tetapi pada penelitian
ini ditambahkan 1 tikus untuk cadangan pada
penelitian apabila ada tikus yang masuk kriteria
ekslusi sehingga total keseluruhan hewan coba yaitu
30 tikus. Kelompok tersebut terbagi menjadi
kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif,
kelompok perlakuan 1 (100mg/kgBB). kelompok
perlakuan 2 (200mg/kgBB). dan kelompok perlakuan
3 (400mg/kgBB).

Pemilihan organ arteri renalis sinistra karena
mudah mengalami aterosklerosis  dibandingkan
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Gambar 4.Histologi Diameter Glomerulus Ginjal
Sinistra

Gambar diatas menunjukkan diameter glomerulus ginjal sinistra
pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan yang diukur
‘menggunakan JmageJ dengan satuan pm.
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30 tikus. Kelompok tersebut terbagi menjadi

kelompok kontrol negatif, kelompok kontrol positif,
kelompok perlakuan 1 (100mg/kgBB). kelompok
perlakuan 2 (200mg/kgBB). dan kelompok perlakuan
3 (400mg/kgBB).

Pemilihan organ arteri renalis sinistra karena
mudah mengalami aterosklerosis  dibandingkan
dengan arteri renalis dextra, karena arteri renalis
sinistra mempunyai letak anatomis yang berdekatan
dengan aorta abdominalis sehingga lebih rentan
terjadinya turbulensi 24. Turbulensi pada aliran darah
diketahui dapat mempercepat endapan lipid di dinding
arteri  yang dapat mempercepat terjadinya
aterosklerosis 2. Sedangkan pemilihan glomerulus
ginjal sinistra karena adanya aterosklerosis pada arteri
renalis sinistra mengakibatkan suplai darah ke organ
ginjal sinistra menurun sehingga terjadi penurunan
fungsi ginjal secara progresif yang mengakibatkan
disfungsi endotel glomerulus. Disfungsi endotel
glomerulus memicu peningkatan diameter dari
glomerulus ginjal sehingga terjadi pembesaran atau
hipertropi glomerulus ginjal sinistra 3.8.

Diet yang digunakan pada penelitian dibagi
menjadi 2 yaitu diet normal dan diet tinggi lemak dan
tinggi fruktosa. Diet normal terdiri atas 22.5 gr pars,
10 gr tepung, 10 ml air untuk 1 ekor tikus wistar





